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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine DNA-Sequenz, die als Promotor in Hefezellen aktiv ist, 
ein dieses enthaltendes Expressions- und gegebenenfalls Sekretionssystem, 
dieses System enthaltende Plasmide, mit der DNA transformierte Wirtszellen 
sowie Verfahren zur Herstellung von Proteinen und Polypeptiden. 

Die Herstellung von Peptiden und Proteinen mit gentechnischen Verfahren ist 
mittlerweile ubiich und es stehen hierfur viele verschiedene Systeme zur Ver- 
fugung. HSufig werden Bakteriensysteme verwendet, die alierdings Nachteile 
haben insbesondere bei der Gewinnung von Medikamenten oder impfstoffen, 
z.B. dag sie pyrogene Substanzen erzeugen, die vor der Verwendung entfernt 
werden mussen, oder daS sie die Polypeptide nicht glykosylieren kdnnen. Es 
wurden daher auch eine Reihe anderer Systeme fur die Expression von Polypepti- 
den in eukaryontischen Zellen entwickelt. Ein hierfur weitverbreiteter Organis- 
mus ist die Hefe Saccharomyces cerevisiae, deren Genom inzwischen bekannt 
ist und fur die Vektoren und Expressionssysteme erhaitlich sind. Alierdings hat 
auch die Verwendung dieses Mikroorganismus Nachteile. So ist Saccharomyces 
zum Beispiel temperaturempfindlich, was aufwendige Einrichtungen zur Tempe- 
raturkontrolle bei der Zuchtung erfordert. 

Eine Gattung, die aufgrund gunstiger Eigenschaften fur biotechnologische Ver- 
fahren inbetracht gezogen wird, ist die Hefe Kluyveromyces. Die Arten KJactis 
und K.marxianus werden als GRAS (Generally Recognized As Save) eingestuft 
und kdnnen daher mit derselben Sicherheit wie Saccharomyces verwendet wer- 
den. Daruberhinaus kann K.marxianus eine Vielzahl von Kohlenstoffquellen und 
Energiequellen fur das Wachstum nutzen und ist nicht sehr temperaturempfind- 
^^^B lich. Kluyveromyces maxrxianus kann bei Temperaturen bis zu 45 wachsen 
und lagt sich daher im Gegensatz zu den temperaturempfindlichen Saccharo- 
/nyces-StSmmen einfacher zuchten. Die Zellen von schnell wachsenden 
K.marxianus^x^mmBn kdnnen sich bei optlmalen Bedingungen alle 35 Minuten 

teilen. Alierdings konnten diese guten Eigenschaften bisher nicht optimal ausge- 

nutzt werden, da es fiir diese Hefeart an zuverlSssigen, expressionsstarken 
variablen Promotoren mangelt und kaum Expressionssysteme zur Verfiigung 
stehen, mit denen Proteine in guter Effektivitat hergestellt werden konnen. 
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Es war nun Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen Promotor, der fur die 
Expression in Hefen, insbesondere Hefezellen der Gattung Kluyveromyces 
geeignet ist, sowie Expressionssysteme, die variabel zur Expression eingesetzt 
werden kdnnert, bereitzustellen. 



DIese Aufgabe wird geldst, indem erfindungsgemSB eine DNA-Sequenz, die die 
Nucleotidsequenz gemM& SEQ ID Nr. 1 

GAQGCCTGTaCGATTATTAA ACTTQCGGCA CCCGAGTTTG TGACCTTCGA 
CGACATGTTT TATTTCCACA CCGTAGCTAC ACTTTCTATG TAGTAAGTAG 
GTAGTATGGA TGGTAGCTAG TAGAAACTAA ACGAAACGAA ATAAATGTGA 
AATGTTAGAC GTAAAGGGGA GGGGAAGGGA AGGGGGCGGC GGAGAGACAT 
GCCAAGCCAT GCCATTTCAT GGCATGGCAT GTCAAGGGAT ACTGCATGCA 
TGCATQCATA CTTTACCAAT AGCAAAGTAA ATTGCTTTCT TCCCCCATTT 
GAAACTATTC CACCTCAATC CATCTTTTCT ATAATGGGTA TCACCGATCT 
CATGTGTTCT AATAATQCTQ CAGGCAACAA CAAATCTTAA AGGCAACTTG 
GAATGTAATT TGGTTAATGA TAGATATCAA ACAGCAATGG TGGGCTCCAA 
CCGCATGGAT ATGCTCACCT TATTATCCGG AATTGTTGTT CCGCAGGAAA 
AAAAAAAAAC CTCGAACCAG ATATTAATTA TCCTATCATt ACTGCGTACA 
AAACCCGGGA ACGGtTAACC TGCAGCAGCC GmTGCTTA CAGTTCTCAT 
GCACAATCAG CCAGATTTTG CAATAGTATT AACtTAGAAt TAAGGCAACA 
TCTTTGGATA TGCATGTAGA.GTAAGTCGTT CGAAACCATT ATTATTATTA 
TTATTATTAT TATTATTATT ATTATTATTA TTATTAGTAT TATTGAAATT 
GTTATTGtTC TTAGTTTCAC TACTATTATT. ATTCATATTC ATGTTATTGA 
CATCGCCGAA CGACCAGCCTrCCATACCGAT TAGACAGGAt CTCAAACGTG 

GGCTCCAGAG CTCACACATT atgctaaata actatctact/gtaacagcta 

CAGAAAAAAA ACTATAAAAG AGCGAGGGAT AAAGCACTCT CTTGTGAATC 
AGGATCAGTA GGTAACTCAT AAACCTTCTT CTTTTCTCTC AAAATATCAA 
ATAACAGTAG TATCAACAAC GATATCGAAT AATACTAACT ACTACAACAG 
TAGGAACAGT AACGACAACG ACAACGATAG TAACGACAAT AACGACACCA 
ACAAACAACA GGAACACAGA TTAAGCTCAG AAACAAAAAA AAAAAA 

umfaSt, zur Verfugung gestellt wird. 



Die erfindungsgemSKe Nucleotidsequenz umfaSt eine Sequenz, die als Promotor 
alctiv ist und liefert ein Expressionssystem, das sehr variabel ist und fOr 
Kluyveromyces geeignet ist, aber auch fur andere Hefearten, insbesondere 
- Suachar omycss CB X BM\s \ ^B eingese t z t wa r den kann. 

Die erfindungsgemd&e DNA-Sequenz gemSB SEQ ID Nr. 1 ist eine NucleinsSure- 
sequenz, die reguiatorische Regionen eines Gens enthdit, das fur das Enzym 
Endopolygalacturonase codiert. Das Enzym Endopolygalacturonase baut Pektin 
ab, indem es 1 ,4-a-D-galactosituronische Bindungen zwischen zwei nichtmethy- 
lierten Galacturonsaureresten spaltet. Dieses Enzym kommt unter anderem in 
HefestSmmen der Art Kluyveromyces marxianus vor. Die Sequenz des Endo- 
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polygalacturonasegens aus Kluyveromyces marxianus var. marxianus wurde in 
Yeast 15, 311-322 (1999) verSffentlicht. Die aus der angegebenen Sequenz 
ableitbare Promotorregion fuhrte jedoch nicht zuverlSssig zur Expression ver- 
schiedener Proteine. 



Es wurde nun gefunden, daS eine Sequenz, die zumindest einen Tell der Nucleo- 
tide von SEQ ID Nr. 1, bevorzugt mindestens die Nucleotide 1 bis 1134 und 
insbesondere die gesamte Sequenz umfa&t, die Expression von Proteinen in sehr 
vorteilhafter und reproduzierbarer Weise ermSglicht. Die beanspruchte Sequenz 
gemSK SEQ ID Nr. 1 weist mehrere regulatorische Anteile auf, so dafi sie unter 
verschiedensten Bedingungen ihre Funktion als Promotor ausuben kann. 

^i^^^ Der erfindungsgemSSe Promotor kann durch Zugabe von Pektin zum Kultur- 
^^^^ medium induziert werden. Dies ist vorteilhaft, da Pektin eine gut verfugbare 
^^^^ Substanz ist und somit etn gunstiges Induktionsmittel fur das erfindungsgemSKe 
System zur Verfugung steht. 

Die beschriebenen NucleinsSuresequenzen mit regulatorischer Aktivitdt schlie&en 
solche Sequenzen ein, die durch Modifizierung, Substitution, Deletion oder 
Insertion oder Kombinationen hiervon entstanden sind, die die gleiche oder eine 
bessere regulatorische Aktivitat als der Promotor, der Terminator oder die 
Signaisequenz besitzen. Hierzu kann auch die Sequenz gemSB SEQ ID Nr. 1 mit 
weiteren regulatorischen Upstream-Sequenzen mit Aktivator- und/oder Repres- 
sorfunktionen eingeschlossen sein. 

ErfindungsgemSB werden weiterhin auch solche Sequenzen inbetracht gezogen, 
die mit den beanspruchten Nucleotiden oder Sequenzen eine Homologie von 
mindestens 80%, bevorzugter mindestens 90% und insbesondere 95% aufwei- 
sen, solange sie auch eine vergleichbare Aktivitat haben. 

Bevorzugt wird die Sequenz gemSS SEQ ID Nr. 1 in Form eines Expressions- 
system bzw. einer Expressionskassette fur die Expression von Proteinen und 
Peptiden bereitgestellt. Die erfindungsgemSBe Expressionskassette umfaBt in 
ihrer einfachsten Form eine regulatorische Sequenz, wie sie in SEQ ID Nr. 1 
gezeigt ist, oder einen als Promotor aktiven Tail davon, einen Insertionsklonie- 
rungsort, in den das Polynucleotid fur das zu exprimierende Protein einkloniert 
werden kann, und die Nucleotidsequenz gemSS SEQ ID Nr. 2, 




. 5 - 



GCGTCTCT TTTT A I i I M I I I I I I I I I I TTATTAACGT GAAGAAGATA 
AGGGAAGTCT TCAATGCGGT TCTGAATGGT TGATCCATTT CGATACCTCG 
GGGACTTCCT TTGAATATAT TCTGAGAGTA TGACAGTTGG TTTTCTTTCT 
TTCTTTCTAT TG 1 I I I I GTT TTTATGGAAA TATAGCTTTG ATGATTTAGG 
ATA M M I J G TAGTGAACCA ATACATGCTT GATTAATATA CGTAOGAGGT 
GGGCATTCTA CTCTCATTAT TGGTGTTTTA TTGGAGGGAA AAATTAAATC 
TAGGAGTATC GTTTAGAGCG CGAACGTAAT ATCCATGTTC TTCTCTTTGA 
AGAGGTCCCA CCATTGCTTC CCAGATAGCC AGCATTCTTC CATGATATTT 
TGCGCTTGTT TTGCACTGGT GACACCCTTT CGAACCAAAG ATGTCAAGTG 
CTGCTGATAC AACAACCTGT ATTCATACAA TTCTGGATCC ATCAGCTCAC 
AATCCACAGC TGAAGATACA GAAAATGATA CATGTCTCTG CAG 

^^^^ die die Terminatorsequenzregion des Endopolygaiacturonasegens aus 
^^^^^ Kluyveromyces marxianus kodiert. DIese Expressionskassette kann vielfSltig 
^^^^ verwendet werden. Der Insertionsklonierungsort ist eine Schnittstelle, an der die 
Sequenz aufgeschnitten werden kann und das Polynucleotid fur das gewunschte 
Protein Oder Peptid eihiigiert wdrdeh kann. in dieser einfachsten Form wird nach 
Induktion be! der Expression das Protein intrazelluldr produziert und nicht aus der 
Zelle ausgesclnleust. Es kann danh nach AufschluK der Zelle in an sich bekannter 
Weise gewonnen. werden. Diese Ausfuhruhgsform eignet sich sowohl fCir kleine 
Peptide und Proteine^ die auBerhalb der Zelle: instabil sind als auch fiir Proteine, 
die generell intrazellulcir ibkalistert sind. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform, die insbesondere fur aus der Zelle auszu- 
schleusende Proteine geeignet ist, wird ein erfindungsgemaSes Expressions- und 
Sekretionssystem verwendet. Dieses System umfaBt in operativer Verbindung 
^^^^^ die Nucleinsduresequenz gemaB SEQ ID Nr. 1 oder einen als Promoter aktiven 
^^^^P Teil davon, die Sequenz gemaB SEQ ID Nr. 2 als Terminator und, zwischen 
^^^^ diesen beiden Sequenzen, die Signalsequenz gemSB SEQ ID Nr. 3 

ATGT TATTCAGCAA CACCTTATTG ATCGCAGCAG CTAGTGCATT 
ATTAGCTGAA GCTTCTCCAT TGGAAAAGAG A 



zum Ausschleusen des Proteins. In dieser Ausfuhrungsform erfolgt die Zuchtung 
in an sich bekannter Weise, wobei entweder in einem kontinuierlichen Verfahren 
das Protein stSndig ins Medium abgegeben wird und aus der Fermentationsbruhe 
kontinuierlich gewonnen werden kann oder in einem diskontinuierlichen Verfah- 
ren die Zellen gezuchtet, geerntet und dann das Protein aus der Bruhe gewonnen 
werden kann. 
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Die erfindungsgemaSe Expressionskassette eignet sich sowohl zur Expression 
von geeigneten sich autonom replizierenden Plasmiden als auch zum Einbau in 
Hefechromosomen uber integrative Velctoren. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die in den Figuren 1 bis 3 nSher 
erISuterten Plasmide pEPG1-1, pEPG1-2 und pEPGsec, die die erfindungs- 
gemSBen Expressionssysteme enthalten. Diese Plasmide sind rekombinante 
bakterielle Plasmide und kSnnen in der vorliegenden Form zur Amplifikation der 
Expressionskassetten verwendet werden. Die Plasmide sind in den Mikroorga- 
nismen DSM 12919, DSM 12920, DSM 12921 Oder DSM 12922 enthalten und 
sind mit diesen hinterlegt. 

Es ist jedoch bevorzugt, die Plasmide, nachdem das gewunschte Polynucleotid 
^^^B zur Expression eines Peptids Oder Proteins einligiert wurde, in E.coli zu amplifi- 
^^^^ zieren, dann die Plasmide zu gewinnen, die Expressionskassette mit geeigneten 
Restriktionsendonucleasen, fur die Schnittstellen an den RSndern der Expres- 
sionskassette vorgesehen sind, auszuschneiden und die Expressionskassette in 
einen Hefevektor einzuligieren. Die Vektoren enthalten ublicherweise Selek- 
tionsmarker, um erfolgreich transformierte Zellen in an sich bekannter Weise 
selektieren zu k5nnen. 

Die Plasmide konnen gegebenenfalls in F. coli vermehrt und dann in 
Kluyveromyces marxianus Oder einen anderen K/uyveromyces-Stamm oder auch 
einen anderen Hefestamm eingesetzt werden. Als Transformationssystem 
kannen beispielsweise bekannte Plasmide auf Basis des Kluyveromyces droso- 
ph//arurrhP\asmi6es pKDI verwendet werden. Abkdmmlinge dieses Plasmids 
S^^^ eignen sich zur Verwendung in Kluyveromyces marxianus und fCihren bei Ver- 
^^^V wendung des erfindungsgemaBen Expressionssystems zu einer effektiven 
Expression und Sekretion von Fremdproteinen im entsprechenden Wirt. 

In einer anderen Ausfuhrungsform kann aus den erfindungsgemaBen, wie oben 

v o r b ere i teten Pl a smi d en d ie Express i onsk a ssette einschlie B l i ch d e s zu e xprim i e - 

renden Polynucleotids herausgeschnitten und als linearer oder zirkularisierter 
DNA-Strang als Integrationskassette direkt mit Hefezellen in Kontakt gebracht 
werden, um von diesen aufgenommen zu werden. Aufgrund der Homologie mit 
dem Endopolyglacturonasegen wird dann in einem Teil der behandelten Zellen 
die DNA in das entsprechende Chromosom durch Austausch mit dem Endo- 
galacturonase-Gen aufgenommen. Die Selektion erfolgreich transfizierter Hefe- 
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zellen erfolgt bei dieser Ausfuhrungsform uber die unterschiedliche Verwertung 
von Pektln. 

Die erfindungsgemage E)(|>cessionskass^ wird stabil ig Ghrornosoro en einge- 
baut uhd fuhrt, wenn die Zellen unter optimalen Bedingungen gezuchtet werden, 
zu einer guten Ausbeute des gewunschten Proteins. Abh3ngig von der Art des 
zu exprimierenden Proteins oder Peptids kann die Kopienzahl des Systems 
eingestellt werden. Da das Endopolygalacturonasegen in dem Chromosomensatz 
der Hefe nur einfach vorhanden ist, wird bei einer Transfektion oder 
Transformation mit dem erfindungsgemSB bereitgestellten Expressionssystem 
auch nur pro erfolgrelch transformierter Zelle eine Kopie des Expressionsvektors 
vorhanden sein. Falls eine hdhere Kopienzahl erwunscht ist, werden in an sich 
^^^^ bekannter Weise an die Enden der Expressionskassette Sequenzen eines in 
^^^^^ groGerer Kopienzahl in dem Chromosomensatz vorliegenden Gens, z.B. fur rDNA, 
^^^^ aniigiert, um eine hdhere Anzahl an Austauschereignissen zu bewirken. 

Im letzteren Fall wird in an sich bekannter Weise ^zusStzlich noch ein Marker in 
die Sequenz miteingebaut, damit die erfolgrelch transformierten Zellen selektiert 
werden k6nnen. Verfahren und hierzu geeignete Marker sind! dem Fachmann 
bekannt und bedurfen hier keiner hSheren ErlSuterung. 

Das erfindungsgemSBe System ist sehr variabel. So kann z.B; nur die Sequenz 
gemSB SEQ.ID Nr. 1 oder ein als Promoter aktiver Tail davon zusammen mit 
anderen NucleinsSuresequenzen, die weitere regulatorische Sequenzen bereit- 
stellen, und mit einer heterologen Nucleotidsequenz kombiniert werden. Es kann 
die Sequenz gem3K SEQ ID Nr. 1 oder ein als Promoter aktiver Teil davon mit 

fB^^^ der Sequenz von SEQ ID Nr. 2 kombiniert werden, um ein in Kluyveromyces 
^^^V marxianus homologes regulatorisches System bereitzustellen, in das das 
Polynucleotid fCir das zu exprimierende Protein eingesetzt wird oder aber es kann 
ein System aus SEQ ID Nr. \, SEQ ID Nr. 2 und SEQ ID Nr. 3 zusammen mit 
einem zu exprimierenden Gen, das ein gewunschtes Protein kodiert, kombiniert 

werden. um ein in die Kultur abzuoebendes Produkt zu erzeugen. Da 

Kluyveromyce$''Z^\\Br\ mit vielen verschiedenen C-Quellen wachsen kdnnen und 
bezuglich weiterer NShrstoffe nicht sehr anspruchsvoll sind, daruber hinaus tem- 
r^peraturunempfindlich sind, wird hier ein sehr effektives System bereitgestellt. 
Die zuverldssige Expression der Fremdproteine wird durch die erfindungsgemdK 
bereitgestellte regulatorische Sequenz der Erfindung erreicht. 
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Erfindungsgemas wird ein System bereitgestellt, das es zuia&t, die aufgrund 
ihrer auKergewdhnlichen physiologischen Leistungen als Wirt vielversprechende 
Hef eart Kluyveromyces marxianus zu nutzen. 



Das erfindungsgemaBe System eignet sich zur Expression von Peptiden, Poly- 
peptiden, Proteinen und HybridmolekCilen einschlieBlich glycosylierter Proteine. 

So kann in einer weiteren Ausfiihrungsform die Expressionskassette auch die 
vollstSndige Sequenz des Endopolygalacturonaseenzyms Oder Teile davon ent- 
halten, wobei zwisclien das Endopolygalacturonasegen und die Terminator- 
sequenz eine Sequenz fur ein gewunschtes Protein einligiert ist. Bei dieser Aus- 
fuhrungsform wird dann bei der Expression ein Hybrid erhalten, von dem in an 
sich bekannter Weise die Endopolygalacturonase abgespaiten wird. 

Im folgenden werden einige Definitionen fur Begriffe angegeben, die in der 
Beschreibung verwendet werden. 

Danach ist ein "Expressionsvektor" ein DNA-Molekul, das linear Oder ringfdrmig 
sein kann und ein Segment enthSIt, das eine Sequenz fur ein interessierendes 
Protein Oder Peptid codiert, das operativ verbunden ist mit regulatorischen 
Sequenzen. Diese regulatorischen Sequenzen schlieBen mindestens Promotor- 
und Terminatorsequenzen ein. Der Expressionsvektor kann zusStzlich selektier- 
bare Marker und weitere regulatorische Elemente enthalten und muB die Uber- 
tragung und Vermehrung in Wirtszellen ermdglichen. Die Replikation der Expres- 
sionsvektoren kann autonom Oder durch Integration in das Wirtsgenom erfolgen. 

^^^^ Der Ausdruck "DNA" oder "Polynucleotid" schlieBt poly mere Formen von 
^^^V Desoxyribonucleotiden und Ribonucleotiden beliebiger LSnge und beliebiger 
Modifikation in einzel- und doppelstrSngiger Form ein. 

Der Ausdruck "operativ verbunden" bedeutet, daB die einzelnen Segmente so 

angeordnet s i nd, daB sle dem vo r yesehe n en Zw e ck di e ne n , d.h. d i e Transkrip - 

tion initiieren kSnnen und die Expression fardern kdnnen von dem Replikations- 
startpunkt bis zur Terminationssequenz. 

Die beanspruchten Sequenzen konnen weitere kurze Sequenzen aufweisen, die 
die biologische Aktivitat des Molekuls nicht st6ren. Weiterhin umfassen die 
beanspruchten Sequenzen auch allelische Varianten der Sequenz, d.h. alternative 
Formen des Gens, die durch Mutation entstanden sind. 
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Der Begriff "Protein oder Peptid" bezieht sich auf eine molekulare Kette von 
Aminosauren mit biologischer Aktivitat. Die Proteine und/oder Polypeptide 
kSnnen in vivo oder in vitro modifiziert werden, z.B. durch Glycosylierung und 
Phosphorylierung ■ Un ter Hybrldnndlekulen werden Molekule verstanden, die 
sowohl homologe Teile als auch heterologe Telle unnfassen, z.B. solche Proteine, 
die eine Kombination aus Endopolygalacturonase oder Teilen davon mit einem 
Frenndprotein umfassen, oder z.B. Nucleotidsequenzen, bei denen DNA aus 
Kluyveromyces marxianus xx\\x DNA aus anderen Mikroprganismen kombiniert ist. 

Die erfindungsgemaSe Expressionskassette ist unter anderem fur Hefen der 
Stannme Kluyveromyces und Saccharomyces geeignet und wird bevorzugt in 
Hefestammen der Art Kluyveromyces marxianus var. marxianus verwendet. Ein 
besonders bevorzugter Stamm mit besonders gunstigen Expressionseigenschaf- 
ten ist Kluyveromyces marxianus var. marxianus BKM Y-719, der bei Siekstele 
et al. 1999 (Yeast 15, 31 1 bis 322 (1999)) beschrieben wurde. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 
rekombinanten Proteins, das dadurch gekennzeichnet ist, daS man eine Hefezelle 
mit einerii sich autonom replizierenden Plasmi eine erfindungsgemase 

Expressionskassette und ein VPolyhucleotid, das ein Fremdprotein kodiert, 
umfaBt, transfiziert oder transformiert, die Hefezelle unter Bedingungen, die zur 
Expression des Fremdproteins geeignet sind, zuchtet und das Protein gewinnt. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung eines rekombi- 
nanten Proteins, das dadurch gekennzeichnet ist, daK man eine erfindungs- 
gemase Expressionskassette in eine Hefezelle bringt, wo die Expressionskas- 
sette in ein Chromosom eingebaut wird, die Zelle zuchtet und anschlieKend das 
Protein gewinnt. Besonders bevorzugt wird die erfindungsgemaSe Expressions- 
kassette als Modul eingesetzt das die Konstruktion von episomalen oder integra- 
tiven Expressionsvektoren, die die regulatorischen Sequenzen gemaK SEQ ID Nr. 
1 , 2 und/oder 3 enthalten, ermoglicht. 



Das erftndungsgemase Expressionssystem Ist geeignet zur Expression verschie- 
dener heterologer Proteine.- Besonders bevorzugt wird das System verwendet zur 
Expression von HBVS-Antigen (Hepatitis-B-Virus, Surface-Antigen) und Virus- 
protein 1 aus Polyoma-Virus. Diese Proteine sind antigene Proteine und kSnnen 
besonders vorteilhaft als Impfstoffe eingesetzt werden. 





Die Erfindung wird durch die beigefugten Figuren und die folgenden Beispiele 
eriautert. 

Die Figuren 1 bis 4 zei g en Plasmide mit den erfindungsgemasen Expressions- 
kassetten, Figur 6 zeigt die in Beispiel 2 verwendeten Primer. 

Fig. 1 zeigt das Piasmid pEPG1-1. Dieses Plasmid enthSit eine Expressions- 
kassette mit dem erfindungsgemS&en Promotor gemSB SEQ ID Nr. 1 (als 
EPQIprom bezeichnet), einem Insertionsklonierungsort, der mit BspTl 
geschnitten werden kann, und der erfindungsgemSBen Terminatorsequenz 
gemSB SEQ ID Nr. 2 (als EPGIterm bezeichnet). Diese Expressionskassette 
wurde in den Multicloning Site des Plasmids pUC19 einligiert. Der 
Insertionsklonierungsort, der mit BspTI geschnitten werden kann, ersetzt den 
offenen Leserahmen des Endopolygalacturonasegens, das entfernt wurde. 

Fig. 2 zeigt das Plasmid pEPG1-2. Dieses Plasmid enthait die erfindungsgemdSe 
Expressionskassette, die eine Sequenz gemSK SEQ ID Nr. 1 mit den Nucleotiden 
572 bis 1134 (mit EPGIprom bezeichnet), die als Promotor aktiv ist, einen 
Insertionsklonierungsort, der mit BspTI geschnitten werden kann, und eine 
Terminatorsequenz, die die Nucleotide 28 bis 541 von SEQ ID Nr. 2 (als 
EPGIterm bezeichnet) umfafit. Der Insertionsklonierungsort er$etzt den offenen 
Leserahmen des Endopolygalacturonasegens einschlieKlich der Sequenzen -1 bis 
-12 und 1087 bis 1115 dieses Gens. 

Fig. 3 zeigt das Plasmid pEPGsec. Dieses Plasmid enthalt ein Expressions- und 
_ Sekretionssystem der Erfindung. Das Plasmid enthalt eine Expressionskassette 
^B^^^ mit einem Promotor gemaS SEQ ID Nr. 1 (als EPGIprom bezeichnet), einem 
^^^V Terminator gemSB SEQ ID Nr. 2 (als EPGIterm bezeichnet), einer Signalsequenz 
gemas SEQ ID Nr. 3 (als EOGIIyd bezeichnet) und zwei Schnittstellen, um die 
gewunschte Nucleinsduresequenz fur das zu exprimierende Protein einzusetzen. 
Diese Expressionskassette wurde in den Multicloning Site des Plasmids pUC19 

ei nlig ie rt. Der offene Leserahmen des E n d opolyg ala cturon a se g ens wurde vnn rier 

Position 75 bis 1084 entfernt und durch einen Linker mit den Klonierungsorten 
Eco 1471 und BpU 11021 ersetzt. 

Figur 4 zeigt das Plasmid pUC19PG. Ein 2,198 kb Pstl-DNA-Restriktions- 
fragment aus einem rekombinanten LambdaGEM'^-12-Bakteriophagen einer 
genomischen Genbank von Kluyveromyces marxianus wurde in den Pstl-Restrik- 
tionsort des Multicloning Site des Plasmids pUC19 ligiert. 
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Fig. 5 zeigt das Piasmid pUC19-PG1a. Ein 2,735 kb groBes StuNPvull-DNA- 
Restriktio nsfragmen t aus eihem rekombinanten LambdaGEM"'-12^Bakte riophagen 
einer genomischen Genbank von Kluyveromyces marxianus wurde im Piasmid 
pUC19 gegen das 321 kb grol^e Fragment ausgetauscht. Der fett gedruckte Teil 
des Plasmids entspricht dem DNA-Fragment aus K.marxianus, der dunn 
gedruckte Teil stellt den Anteil des Plasmids pUC19 dar. 

Figur 6 zeigt die fur die Klonierung von Promoter und Signalsequenz 
verwendeten Primer gemdS SEQ ID Nr. 4 und 5. 

Figru 7 zeigt die Signalsequenz gem^B SEQ ID Nr. 3 und das zugehorige 
Signalpeptid (mit Sequenz fur Pre- und Prepropeptid) der Endopolygalacturonase 
aus Kluyveromyces marxianus. 

Bei der DSMZ wurden 4 Mikroorganismen gemSB den Anforderungen des 
Budapester Vertrag3 hinterlegt, die die'Plasmide gemSB Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3 und 
Fig; 4 enthalten. Es sind dies F. coli pEPG1-1, hinterlegt unter der Hinter- 
legungsnummer DSM 12919, E. co//pUC19PG, hinterlegt DSM 12920, E. coli 
pEPGseq, hinterlegt mit der Nummer DSM 12921 und £1 co/ZpEPG1-2 mit der 
Hinteriegungshummer DSM 12922. 

Beispiel 1 

Herstellung des Grundplasmids zur Erzeugung der Expressionskassetten 

Ein Pstl-DNA-Fragment mit 2,198 kb, das das komplette Gen der Endopoly- 
galacturonase (EPG1) mit den regulatorischen Sequenzen enthSIt, wurde in die 
Pstl-Schnittstelle des Multicloning Site des bakteriellen Plasmides pUC19 inse- 
riert. In Fig. 4 ist dieses Konstrukt dargestellt. Unter Verwendung von jeweils 
zwel ehtflegengesetzten Prlm ern, die am 5 ' -Ende einen E r kennungsort fo r das 
Restriktionsenzym BstTI trugen und am 3'-Ende Homologie mit der Promoter-, 
Signal- und/oder der Terminatorsequenz des EPGI-Gens aufwiesen, konnte 
mittels um das Piasmid umlaufender PGR ein DNA-Fragment erzeugt werden, 
das nach Restriktion mit BspTI mit einer Ligase zirkularisiert werden konnte. Bei 
Verwendung verschiedener Erkennungsorte fur Restriktionsenzyme an den 5'- 
Enden der PCR-Primer muSten zur Zirkularisationsligation entsprechende Linker 
einligiert werden Oder die Primer enthielten zusStzliche Sequenzen am 5'-Ende, 
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die einen gemeinsamen Erkennungsort fiir das Restriktionsenzym darstellten. Je 
nach Auswahl der Primer kSnnen definierte Bereiche der EPG1 -Region durch 
Restriktion und anschlieBende Zirkularisierung aus dem Plasmid deletiert werden. 
Die rekombinanten Deletionsplasmide wurden in Escherichia coli amplifiziert und 
dienten als Grundlage fur die Expressionskassetten. Uber die verschiedenen" 
Erkennungsstellen fur Restriktionsenzyme im Multicloning Site des Plasmids 
pUC19 kann dann die Kassette ausgeschnitten und in einen episomalen Oder 
integrativen Vektor fur einen entsprechenden Hefestamm kloniert werden. Die 
Kassette kann auch direkt als Pstl-DNA-Fragment zur Integration in einen Hefe- 
Wirtsstamm verwendet werden. 

Beispiel 2 

Herstellung eines rekombinanten Plasmides mh Sequenz ID Nr,1, Nr,2 und Nr.3 

Im bakteriellen Qrundplasmid pUC19 wurde das 321 bp lange Pvull Fragment 
gegen ein Stul/Pvull DNA Fragment von 2,735 kb, das das komplette Endopoly- 
galacturonasegen, einschlieBlich der regulatorischen Sequenzen -1142 bis -1 
und +1087 bis 1595 aus Kluyveromyces marxianus euxhiSiW, ausgetauscht. Das 
Stul/Pvull Fragment wurde dazu aus einem rekombinanten Lambda GEM™-12 
Bakteriophagen einer genomischen Genbank von Kluyverpmyce marxianus 
isoliert. Eine Karte des erzeugten Plasmides: ^pUCig-PGIa" ist in Figur Nr. 5 
dargestellt. Dieses Plasmid kann in analoger Weise zum Beispiel 1 fur die 
Erzeugung von Expressionskassetten verwendet werden. Da durch die 
Klonierungsstrategie bei diesem Plasmid der Multicloning Site komplett deletiert 
wurde und der StuI Ort im Upstream-Promotorbereich des EPG1 Gens durch 
fl^^^k Ligation mit dem Pvull Ort im pUC19 zerstSrt wurde, kSnnen zum Ausschneiden 
^^^^B der Kassette der downstream zum EPG1 Gen verbliebene Pvull Ort und z.B. der 
^^^^ unikale Narl Ort im lacZ-Teil des pUC19 verwendet werden. 

Mit Hilfe der PCR und unter Verwendung der in Figur Nr.6 dargestellten Primer 
(SEQ ID Nr. 4 und 5) kann ein DNA Fragment generiert werden, das die 
Promotorregion und die Signalsequenz nach SEQ ID Nr.1 und Nr.3 enth^lt. Der 
degenerierte rPEPG Primer hat im 5' Bereich ein Mismatch zur EPG 1 Sequenz im 
Bereich 1220 und generiert dadurch aus der EPG1 Sequenz: CAGTTG einen 
Pvull Ort (CAGCTG), Diese Punktmutation (Transition) fuhrt zu einem 
AminosSureaustausch, indem ein Cystein-Codon von TGT in ein Arginin-Codon 
nach CGT verSndert wird. Dieser Austausch befindet sich aber im Anteil der 
Endopolygalacturonase, der durch den Leserahmen eines Fremdgenes ersetzt 
wird und hat somit keinen EinfluS auf die Expression. Das Stul/Pvull PCR- 
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Fragment kann als blunt End in den Multicloning Site eines entsprechenden 
Vectors inseriert werden, Uber den Pvull Ort kdnnen „\n Frame" offene 
Leserahmen von Genen angefugt werden, deren Expressionsprodukt aus der 
Zelle ausgeschleust werden soli. 



Beispiel 3 

Herstellung von Polyoma JCV major coat Protein VPI : 

Fur die Expression des JCV VPI-Gens wurde die Expressionskassette pEPG1-1 
verwendet. Das VPI Gen wurde mittels PGR unter Verwendung der Primer: 

^^^^ JC5 (SEQ ID NR.6): S^T CAAGCTT AAGAATGGCCCCAACAAAAAGA 3' 
^^^^ 

JC3 (SEQ ID Nr. 7): 5'gt aagctta agattacagcatttttgtctg 3' 

amplifiziert und als BspTl Fragment in die Expressionskassette von pEPG1-1 ein- 
kloniert. Die Kassette wurde mit Psrt aufgespalten und die DNA-Fragmente an 
ihren Endeh mittels T4-Polymerase.zu stumpfen Endoo umgebaut. 

Die ,,blunt ended" Kassette wurden in den Smal Ort des K/uyveramyces Wektors 
pKDSU inseriert. Die Transkriptionsrichtung des l/P7-Gens ist dabei entgegenge- 
setzt 2ur Trenskfiption des. S.cerey/siae URA3 Gens. 

Der Rezipient (BKM Y-719 ura) wurde mit dem Expressionskonstrukt transfor- 
miert und Uracil prototrophe Klone wurden isoliert. Das Vorhandensein der 
Expressionskassette mit dem Leserahmen des VPI Gens wurde mittels PGR und 
den oben gezeigten Primern iiberpruft. AusgewShlte Klone wurden in verschie- 
denen flussigen Medien kultiviert. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation 
geerntet und in Lysis Puffer (lOmM TRIS-HCU pH7.5, 0,01%TRITON X100, 
ImM CaGb, lOOmM NaCI mit ImM PIS/ISF) mit Mikrogliaskugein bei OX aufge- 
brochen . Die Glaskugein wurden anschliel^nd durch Zentrifugation (2000 rpm) 
fiir 10 Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde auf ein 20%iges Saccharose- 
kissen (in > Lysispuffer) geschichtet und 2 Stunden bei 4X und 35000rpm 
(Beckman L8-75 rotor SW41) zentrifugiert. Das Pellet wurde in Lysispuffer 
suspendiert und auf einen CsCI-Gradienten (1,24 bis 1,38 g/ml CsCI) 
geschichtet. Die Zentrifugation erfolgte bei 4'C, 35000rpm fur 16 Stunden im 
SW41 Rotor. „Virus like Particles* des JCV VPI mit einer durchschnittlichen 
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PartikelgrSKe von 45nm wurden aus den Fraktionen zwischen 1,3 und 1,34g/ml 
CsCI gewonnen. 

Beispiel 4 



Herstellung von Hepatitis BVirus Surface-Antigen (HBV s-Antigen): 

Fur die Expression des HBV s-Antigen Gens des Subtyps (AYW) wurden die 
Expressionskassetten pEPG1-1 und pEPG1-2 verwendet. Das HBS Gen wurde 
mittels PCR unter Verwendung der Primer: 

HBS (SEQ ID Nr. 8) : 5'agcc7X4^ataatggagaacatcacatcagg 3' 
und 

HBS SEQ ID Nr. 9): 5 'TG ACTTAA CTTAAATGTATACCCAAAG 3' 



amplifiziert und als BspT\ Fragment in die Expressionskassetten einkloniert. Die 
Kassetten wurden mit BarrM\ aufgespalten und die DNA-Fragmente an ihren 
Enden mittels Klenow-Polymerase zu stumpfen Enden aufgefullt. 

Die ^blunt ended" Expressionskassetten wurden in den Sma\ Ort des 
Kiuyveromyces Vektors pKDSU inseriert. Die Transkriptionsrichtung des HBS- 
Gens ist dabei entgegengesetzt zur Transkription des S.cerevisiae URA3 Gens. 
Der Rezipient (BKM Y-719 ura) wurde mit den Expressionskonstrukten trans- 
formiert und Uracil prototrophe Klone wurden auf Selektivmedium isoliert. Von 
ausgewahlten Klonen wurde Gesamt-DNA isoliert und diese zum Nachweis der 
Expressionskassette mittels PCR eingesetzt. Positive Klone wurden in flussigen, 
synthetischen und in Komplettmedien kulttviert und zur Erzeugung von S-Pro- 
teinpartikeln eingesetzt. Entsprechende Hefekulturen wurden durch Zentrifuga- 
tion geerntet und in PBS Puffer mit ImM PMSFmit Mikroglaskugein bei 0°C auf- 
gebrochen. Die Glaskugein wurden anschlieBend durch Zentrifugation (2000 
rpm) fur 10 Minuten sedimentiert. Aus dem Uberstand wurde durch 30 miniitige 
Zentrifugation bei 14000 rpm (J20 Rotor Beckman J2-21) die Hefemembran- 
traktion sedimentiert. HBV s-Antigen seaimentierte mit dieser Fraktion uhd 
wurde durch 0,5% Tween-20 in PBS aus der Fraktion eluiert. Nach erneuter 
Zentrifugation bei 14000rpm wurde der Oberstand gewonnen und durch CsCI- 
Dichtegradienten-Zentrifugation aufgetrennt. Hochgereinigte HBV s-Antigenpar- 
tikel wurden aus der 1.2g/ml CsCI Fraktion isoliert. 

Die Ausbeute an isolierbarem Antigen war bei Kultivierung in synthetischen 
Medien mit der pEPG1-2 Kassette zweifach hdher als mit der pEPG1-1 Kassette. 



Patentanspruche 



1 . DNA-Sequenz umfassend die Nucleotidsequenz von SEQ ID Nr. 1 . 



2. Hefeexpressionssystem enthaltend in operativer Verbindung die 
Nucleotidsequenz von SEQ ID Nr. 1 Oder einen als Promotor aktiven Tell 
davon, eine Insertionsklonierungsstelle und die Nucleotidsequenz von SEQ 
ID Nr. 2 Oder einen als Terminator aktiven Teil davon. 

3. Hefeexpressions- und Sekretionssystem umfassend in operativer 
Verbindung eine Sequenz gemSB SEQ ID Nr. 1 oder einen als Promotor 
aktiven Teil davon, die Nucleotidsequenz von SEQ ID Nr. 3, eine 
Insertionsklonierungsstelle und die Nucleotidsequenz von SEQ ID Nr. 2 
Oder einen als Terminator aktiven Teil davon. 

4. Plasitiid pEPG1-1 enthaltend eine Hefeexpressionskassette gemSS 
Anspruch 2 hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. DSM 12919. 

5. Plasmid pEPG1-2 enthaltend eine HefeeiiEpressionskassette gemdS 
Anspruch 2 . hinterlegt mit der HinterlegungsnrrDSM t2922. 

6. Plasmid pUC19PG hinterlegt mif der Hinterlegungsnr. 12920. 

7. Plasmid pEPGsec enthaltend eine Hefeexpressionskassette gemSK 
Anspruch 3 hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. DSM 12921. 

8. Expressionsvektor enthaltend in operativer Verbindung einen Promotor 
mit der Sequenz von SEQ ID Nir. 1 Oder einen als Promotor aktiven Teil 
davon, ein Polynucleotid, das ein Fremdprotein kodiert, und eine 
Terminatorsequenz. 



9. Expressionsvektor nach Anspruch 8, der zusStzlich noch eine 
Signalsequenz zwischen Promotor und Polynucleotid enthSlt. 

10. Expressionsvektor hach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da& die 
Signalsequenz eine Sequenz gemdS SEQ ID Nr. 3 ist. 
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11. Expressionsvektor nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Poiynucleotid ein antigenes Protein Oder Peptid 
kodiert. 



12. Expressionsvektor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da& das 
Poiynucleotid ein Hepatitis-B-Surface-Antigen, VP1 aus Polyoma-Virus 
Oder Protein A aus Staphylococcus kodiert. 

13. Expressionsvektor nach einenn der Anspruche 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, da& der Vektor ein integrativer Oder episomaler Vektor 
ist. 

^■^^^ 14. Expressionsvektor nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch 
^^^B gekennzeichnet, da& der Vektor ein in Hefe replizierbares Plasmid ist. 

15. Wirtszelle transformiert mit einem Expressionsvektor oder einem Plasmid 
nach einem der vorhergehenden Anspruche. 

16. Wirtszelle nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Zelle 
der Art Kluyveromyces marxianus ist. 

17. E. coli pEPGI-1 hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. DSM 12919. 

18. E. coli PUC19PG hinterlegt mit der Hinterlegungsnr- DSM 12920. 




19. E. coli pEPGSeq hinterlegt mit der Hinterlegungsnr. DSM 12921. 

20. E. coli pEPG1-2 hinterlegt mit der Hinterlegungsnummer DSM 12922. 



21. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Proteins, dadurch 

gekennzeichnet, daB man eine Hefezelle mit einem Plasmid, das die 

Expressionskassette nach einem der Anspruche 2 oder 3 und ein 
Poiynucleotid, das ein Fremdprotein kodiert, umfaBt, transfiziert oder 
transformiert, die Hefezelle unter Bedingungen, die zur Expression des 
Fremdproteins geeignet sind, zuchtet und das Protein gewinnt. 
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22. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Proteins, dadurch 
gekennzeichnet, daS man eine Expressionskassette gemSB Anspruch 2 
Oder Anspruch 3 in eine Hefezelle bringt, wo die Expressionskassette in 

. einXhromosom ei n gebaut wird, die Zelte zuchtet und anschlieKend das 
Protein gewinnt. ^ 

23. Verwendung einer DNA-Sequenz gemSK SEQ ID Nr. 1 als Promoter zur 
Expression von Fremdprotein in Hefezeilen. 



Zusamm nfassung 



Es werden eine DNA-Sequenz, die als Promoter in Hefezellen aktiv ist, ein dieses 
enthaltendes Expressions- und qe gebenenfalls Sekretionssystem, dieses System 
enthaltende Plasmide, mit der DNA transformierte Wirtszellen sowie Verfahren 
zur Herstellung von Proteinen und Polypeptiden beschrieben. 



Figur 1 

Expressionskassette mit BspTI Insertions-Klonienmgsort ligiert in den Multicloning Site des Plasmides pUC19 
Der ofiFene Leserahmen des Endopolygalacturonasegens wurde entfemt. 

pEPGl-1 

gaacaaaaaaaaaaaaATG...(ORF EPG)...TAAgcgtctcmtt 
1/ 1083^ 

gaacaaaaaaaaaaaaACTTAAGcgtctcttttt 

t 

BspTI 



Sail 



Sacf 




Figur 2 



Expressionskassette mit BspTI Insertions-Klonierungsort ligiert in den Multicloning Site des Plasmides pUC19 
Der ofFene Leserahmen des Endopolygalacturonasegens einschlieBlich der Sequenzen von -1 bis -12 und 1087 
bis 1 1 1 5 wurden entfemt und durch einen BspTI Klonierungsort ersetzt. 

pEPGl-2 

-32"cacapttaagctcapaaC(aaaaaaaaaa aa ATG~ORF"EPG~TAA"gcgtctcttm"atttt^ aag 



cacagattaa gctcagaaaCTTAAG Tat taacgtgaag aag. 




Figur 3 

I 



Expressionskassette mit Sekretionssignalsequenz ligjert in den Multicloning Site des Plasmides pUC19. 

Der oSeae Leserahmen des Endopolygalacturonasegens wurde von der Position 75 bis 1084 oit&mt und durch 

einen Linker mit den Klonierungsorten Ecol47I und BpUl 1021 ersetzt 



pEPGsecl 



-K ^^Stop 

.AAG AGA. (ORE EPG) TAA GCG TCT.. 

K R Stop 
•AAG AGg cct agt gag cct tct gcT AAG C G TCT. 

£^^1471 Bpull02I 



Figur 4 



Plasmid pUC19PG 

Eih 2,198kb groBes PstI DNS-Restrikticmsfragment axis einem rekombinanten LambdaGEM™-12 der 
Kliiyveromyces marxianus Genbank wurde in den PstI Restriktioisort des Multiclcxiing Site des Plasmides 
pUC191igiert. 



Hindlll 4648 




Figiir 5 



Plasmid pUC19-PGla: 

Ein. 2,735 kb groBes StuI-PvuH DNS-Restriktionsfragment aus einem rekombinanten LambdaGEM™-12 der 
Kliiyveromyces marxianus Genbank wurde im Plasmid pUCI9 gegen das 321bp grofie PvuII Fragment 
ausgetausdit. 

Der fett gedruckte Teil entspricht dem DNS-Fragment aus Kmarxianns. Der diimi gedruckte Teil stellt den 
Anteil des Plasm ides pUC19 dar. 




Figur 6 



PCR-Primer ftir die blunt End Klonierung von Promotor und 
Signalsequenz des EPGl Gens aus Kluyveromyces marxianus 



rPEPG: 5'TTAA CAGCTG TCTCTCTTTTCCAATGGAGAAGC 3' 
Pvull 

vPEPG: 5'TTAAGAGGCCTGTCCGATTATAAACTTGCGGC 3' 

Stul 



Figur 7 



Abb.2: Signalsequenz und Signalpeptid der Endopolygalacturonase aus JGuyveromyces marxianus 



1 atg tta ttc age aac acc tta ttg ate gea gea get agt gea tta tta get gaa get tct cca ttg gaa aag aga 75 
MLFSNTLLIAAASALLAEASPLE KR 

Prepeptid ^ Propeptid ^ 

STE13 KEX2 



SEflBlZPROTOKOLL 



<110> TAD Pharmazeutisches Werk 

<120> Regulatorische Sequenzen und Expressionskassetten fUr 
Hefen 



<130> TM5071 





<140> TM5071 
<141> 1999-09-10 

<160> 9 

<170> Patentin Ver* 2.1 

<210> 1 
<211> 1146 
<212> DMA 

<213> Kluyveromyces marxianus 

<400> 1 

gaggcctgtc cgattattaa acttgcggca cccgagtttg tgaccttcga cgacatgttt 60 

tatttccaca ccgtagctac actttctatg tagtaagtag gtagtatgga tggtagctag 120 

tagaaactaa acgaaacgaa ataaatgtga aatgttagac gtiaaagggga ggggaaggga 180 

agggggcggc ggagagacat gccaagccat gccatttcat ggcatggcat gtcaagggat 240 

actgcatgca tgcatgcata ctttaccaat agcaaagtaa attgctttct tcccccattt 300 

gaaactattc cacctcaatc catcttttct ataatgggta tcaccgatct catgtgttct 360 

aataatgctg caggcaacaa caaatcttaa aggcaacttg gaatgtaatt tggttaatga 420 

tagatatcaa acagcaatgg tgggctccaa ccgcatggat atgctcacct tattatccgg 480 

aattgttgtt ccgcaggaaa aaaaaaaaac ctcgaaccag atattaatta tcctatcatt 540 

actgcgtaca aaacccggga acggttaacc tgcagcagcc gttttgctta cagttctcat 600 

gcacaatcag ccagattttg caatagtatt aacttagaat taaggcaaca tctttggata 660 

tgcatgtaga gtaagtcgtt cgaaaccatt attattatta ttattattat tattattatt 720 

attattatta ttattagtat tattgaaatt gttattgttc ttagtttcac tactattatt 780 

attcatattc atgttattga catcgccgaa cgaccagcct ccataccgat tagacaggat 840 

ctcaaacgtg ggctccagag ctcacacatt atgctaaata actatctact gtaacagcta 900 

cagaaaaaaa actataaaag agcgagggat aaaccactct cttgtgaatc aggatcagta 960 

ggtaactcat aaaccttctt cttttctctc aaaatatcaa ataacagtag tatcaacaac 1020 

QBT r^rrVj l^rH d ii 1* n p t H iit ** n rti a caacacT tagga acagt aacgacaacg acaacgatag 1080 

taacgacaat aacgacacca acaaacaaca ggri rirptrrigft tt-f^Rgrt^,! ij .i.'ifl rn nnnna 110n_ 
aaaaaa 1146 



<210> 2 
<211> 541 
<212> DNA 

<213> Kluyveromyces marxianus 



<400> 2 

gcgtctcttt ttattttttt tttttttttt attaacgtga agaagataag ggaagtcttc 60 
aatgcggttc tgaatggttg atccatttcg atacctcggg gacttccttt gaatatattc 120 
tgagagtatg acagttggtt ttctttcttt ctttctattg tttttgtttt tatggaaata 180 
tagctttgat gatttaggat attttttgta gtgaaccaat acatgcttga ttaatatacg 240 
tacgaggtgg gcattctact ctcattattg gtgttttatt ggagggaaaa attaaatcta 300 
_ggagtatcgt ttagagcgcg aacgtaatat ccatgttctt ctctttgaag aggtcccacc 360 
attgcttccc agat^ccag -ea^t-tc.tLt.CLca_tgatattttg cgcttgtttt gcactggtga 420 
caccctttcg aaiccaaagat gtcaagtgct gctgatacaarcFacc5rgtat--t;ca^tacaa.t^^^ 
ctggatccat cagctcacaa tccacagctg aagatacaga aaatgataca tgtctctgca 540 '] 
g 541 



<210> 3 
<211> 75 
<212> DNA 

<213> Kluyveromyces marxianus 
<400> 3 

atgttattca gcaacacctt attgatcgca 
ccattggaaa agaga 



gcagctagtg cattattagc tgaagcttct 60 

75 



<210> 4 

<211> '33 
<212> DNA 

<213> Kluyveromyces ' marxianus 
<400> 4 

ttaacagctg tctctctttt ccaatggaga age 33 



<210> 5 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kluyveromyces marxianus 
<400> 5 

t ririff f l'j I ni^T^r r yatt a taaacttaca gc 32 



<210> 6 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Polyomavirus sp. 
<400> 6 



2 



tcaagcttaa gaatggcccc aacaaaaaga 



30 



<210> 7 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Polyomavirus s p, 

<400> 7 

gtaagcttaa gattacagca tttttgtctg 30 




<210> 8 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 
<400> 8 

agccttaaga taatggagaa catcacatca gg 



32 



<210> 9 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Hepatitis B virus 



<400> 9 

tgacttaagt taaatgtata cccaaag 



27 



